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<要約>
【目的】クローン病(以下CD)は､その発症に遺伝因子が関与している｡ 2008年に報
告されたゲノムワイド相関解析(Genome Wide Association Study以下GWAS)のメタ
解析によって､此12β()bteJお血1a玖瞳伝子上流の-塩基多型(SNP)とCDとの相関
が確認された｡しかし､此12B遺伝子の詳細な解析はなされておらず､本研究では
IL128遺伝子が日本人CDの疾患感受性に関わるかどうかを明らかにする目的で､
IL12β遺伝子領域についてTag-SNPを用いて相関解析を行うとともに､リスク対立遺
伝子と非リスク対立遺伝子由来のmRNA発現差を検討した｡
【方法】①欧米のGWASと日本人で以前相関が報告されたIL12g遺伝子65kb上流の
SNP(rs6887695)について､再現性を確認する相関解析を行った｡ (aIL12β遺伝子に
ついて国際-ツプマップ計画データベースを基に選択したTag-SNP 5個と､そのデー
タベースに収載されていないアミノ酸置換のある　SNP l　個､5'領域の
insertion/deletionの計7多型を追加して､ PCR-RFLP法を用い相関解析を行った.
③IL12Bリスク対立遺伝子の機能解析として､ CDと相関を示したSNPすべてを-テロ
接合体で保有するボランティアから単球を採取しSNaPshotを用いて､対立遺伝子別
にIL12B-mRNAの発現量を比較した｡
【結果】①IL128遺伝子の65kb上流のSNP(rs6887695)と日本人CDとの相関が確認
された. ②IL128遺伝子では､ exon8(3'uTR)領域のSNP(rs3212227) ､ 5'領域の
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insertion/deletionの計2箇所の多型が､日本人CDとの相関を示すことが確認され､
その2箇所の多型と①で相関が確認されたrs6887695の､計3つの多型で構成される
リスクハプロタイプを同定した｡臨床表現型別解析ではrs6887695において健常人､そ
して小腸型､小腸大腸型に比べて大腸型CDでリスク対立遺伝子の割合が高かった｡
③末梢血単球細胞ではLPS帝tj激によりCDリスク対立遺伝子のIL12B-mRNAが非リ
スク対立遺伝子のmRNAに比べて増加していた｡
【結論】IL12B遺伝子のリスク-プロタイプと日本人CDとの相関を確認した｡リスク対立
遺伝子のmRNAが､非リスク対立遺伝子のmRNAより刺激時ヒト単球において過剰発
現することは､従来からのIL12B高発現がThl､ Th17優位のクローン病炎症を引き起
こす知見と矛盾せず､此128遺伝子が日本人CDの感受性遺伝子である可能性が高
いと考えられた｡
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<研究背景>
クローン病(crohn disease以下CD)は1932年にCrohnらがter血nal ileitisとして
提唱した疾患概念で､潰癌性大腸炎とともに炎症性腺疾患(Inflammatory bowel
disease　以下IBD)と総称される慢性難治性の炎症性疾患である｡かつては欧米と比
較し本邦では患者数の少ない疾患であったが､近年本邦は増加傾向にあり､特定疾
患受給者数は2万5千人を超えている｡ CDの病因はいまだ不明で､複数の遺伝的要
因と環境的要因の双方が関わる多因子疾患と考えられている｡遺伝的要因の関与の
根拠として家族内発症が多いこと[1]､一卵性双生児の発症率が二卵生双生児の発症
率よりも高いこと[2, 3]､発症率が民族間で異なること[4]が挙げられる｡ 2001年にCD
の最初の感受性遺伝子としてNODZ/CARD15が同定された[5, 6].その後､ヒトゲノム
プロジェクトと国際-ツプマップ計画のデータベースが公開され､疾患感受性遺伝子
の研究分野において､ Tag-SNP (single nucleotide polymorphism)を用いたGWAS
(Genome Wide Association Study)が可能となったことで､数多くの候補遺伝子が報告
されてきた｡なかでもCDに関しては複数のGWASが施行され､この数年の間に感受
性遺伝子候補が飛躍的に増加しているoこれらの候補遺伝子をみると､ ATG16Llや
mGMといったオートファジー関連遺伝子が含まれ､以前の研究からはCDとの関連が
まったく予想されていなかった分子経路の関与が明らかになった｡またCDとの関わり
が示唆されていたIL23シグナル経路は､複数の遺伝子(IL23H,此128､ STAYS.
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J4K2)について遺伝統計学的に関連が示され､病態-の強い関与が窺える[7]｡これ
はGWASのような仮説なき網羅的な相関解析で感受性遺伝子を同定することが､ CD
の病態に関与する経路の解明に有用な手法であることを示している｡
このようにGWASがCDの遺伝的背景と病態との関係をあぶり出す一方で､ GWAS
の結果にはまだいくつかの課題が残っている｡ 1つは疾患感受性遺伝子の人種差の
問題である｡遺伝的背景の違いから､人種によって相関を示す多型自体が存在しな
い場合や､あるいは多型が存在しても相関を示さない場合があり､標的とした人種で
のGWASを行う必要がある｡さらに多くの人種でGWASを行い､そのデータを統合す
ることで､複雑なCDの病態を解明するうえで重要な共通の経路を見つけ出すことが
可能となる｡ただし､解析にかかるコストや発症率の違いによる検体数の不足などから､
日本人などアジア人種CDでは､現在主流となっている数十万SNPを用いるGWAS
は未だ報告されていない｡ 2つ目の問題は､ GWASで示される結果は､あくまでも相関
するTag-SNPが規定する-プロタイプブロック内に疾患感受性変異が存在する可能
性を示すのみで､相関したTag-SNP近傍で病態との関係が推定される遺伝子名を挙
げ､感受性遺伝子候補としているにすぎないという点である｡それ以降の解析ステップ
は､感受性遺伝子および責任変異の同定であり､現時点では多くの相関する
Tag-SNPについて未だ解析が進んでいない｡その理由として､詳細に多数のSNPを
用いて相関解析を行い最も相関する領域を同定しても､多くの場合はSNP単独という
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よりは､複数のSNPで構成される-プロタイプが同定されるためである｡またハプロタイ
プにアミノ酸置換を伴うSNPがない場合､相関したハプロタイプがどのようにして疾患
感受性に影響を与えているのかを解析していくストラテジーが､現在明確には存在し
ないためである｡
以上より､ GWASで関連が示されている経路が､本当にCDの病態に重要かどうか
は､複数の人種でその経路にかかわる遺伝子群についての解析が必要である｡日本
人CDにおいても､欧米のGWASで報告されたSNPについて確認研究が報告されて
おり､その中でIL128遺伝子上流のSNPが日本人CDと相関することが示された[8].
しかしこれはLL12g遺伝子上流の1つのSNPと日本人CDとの相関のみを示したもの
であり､遺伝子本体の相関を示したものではなかった｡
IL12Bは､ IL12, IL23の共通サブユニットで､主に刺激によって単球やマクロファー
ジなどの樹状細胞で発現し､ Thl, Th17のリンパ球分化増殖に重要な役割を担ってい
る｡ Thlを介してIFNγの産生に関与するほか､ IL23シグナルにも関与している｡これ
までに乾癖や1型糖尿病､噂息などの疾患との相関が報告されている[9-12]｡また､
相関を示すSNPに関しての機能解析の報告もいくつかある[10, 13]｡しかしCDで行わ
れた解析は､此128遺伝子上流のSNPのみで[8, 14]､此12B本体がCDと相関するか
どうかの網羅的な解析は行われていない｡そこで本研究では､まず研究1として､
IL128遺伝子が日本人CDの感受性遺伝子であるかどうかを検討するため､ Tag-SNP
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を用いて網羅的な相関解析を行った｡
また研究2として､此12Bが真の感受性遺伝子かどうか傍証を得るため､リスクと非リ
スク対立遺伝子特異的転写産物の発現量の差を検討した.一般的に多型がもたらす
主な変化としては､アミノ酸置換によるタンパク質の変化､転写活性の変化､ mRNAの
安定性の変化などが挙げられる｡小児の噂息で相関を示す多型については､ IL12B
の転写活性の違いやmRNAの安定性の違いなどがin vitroの検討で報告されている
[15, 16]｡しかし､ invivoとinvitroの検討結果は食い違うことが多いため[17]､ CDリス
ク対立遺伝子と非リスク対立遺伝子で､ mRNA発現量に違い(al1elic expre88ion
imbalance)があるかどうかをSNaPshotを用いたKakutaらの方法[18]でin vivoに近い
状態で確認することとした｡この方法を用いることで､対立遺伝子によって発現量に差
があるかどうか､責任SNPを同定できない状況においてもリスクハプロタイプという同定
可能な単位を用いて検討を進めることができる｡本研究は､これらの遺伝統計学的検
討と発現解析を行い､此12B遺伝子が日本人CDの感受性遺伝子かどうかについて
検討することを目的としている｡
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<研究方法>
研究1.IL128遺伝子と日本人CDとの相関解析
【対象】
1998年5月から2008年3月の期間に東北大学病院消化器内科を受診したCD370
例および健常対照者(healthy controls　以下HC)651例を対象とした｡ CDの診断は
臨床症状､内視鏡所見､ X線写真所見､組織所見をもとにクローン病の診断基準案
(2002)に従った｡またHCは消化器症状のないボランティア(東北大学学生､医療従事
者)とした｡症例､対照ともに全員日本人である｡この研究は､科学技術会議｢ヒトゲノム
研究に関する基本原則｣ ､厚生省(堤:厚生労働省) ｢遺伝子解析研究に付随する倫
理問題等に対応する指針｣および文部省(現:文部科学省) ｢大学等における遺伝子
解析研究に係わる倫理問題-の対応について｣に基づいて施行され､東北大学医学
部倫理委員会の承認(現在の倫理承認番号: 2008-326)のもと､遺伝子解析である旨
を対象者に説明し文書で同意を得て行った｡
【臨床表現型の分類】
CD患者を7項目の臨床表現型により分類した｡病型は主病変の存在部位別に､小
腸のみに病変を認めるもの(小腸型) ､小腸と大腸の両方に主病変を認めるもの(小腸
大腸型)､大腸のみに主病変を認めるもの(大腸型)に分類した｡診断時年齢は
Vienna分類に基づき40歳未満､ 40歳以上に分類した｡ステロイド治療は発症後5年
8
以内にプレドニゾロンを一日40mg以上使用したものをステロイド治療有りとした｡手術
歴は､発症後5年以内に療孔､穿孔､狭窄で腸管切除､狭窄形成を行ったものを手
術歴有りとした｡そのほか､療孔の有無(痔湊は除く)､狭窄の有無､虻門病変の有無
に分類した｡
【DNAの抽出】
被験者よりEDTA採血を行い､フェノールクロロホルム法､あるいはNA-1000自動
核酸抽出機(Kurabo､ Osaka､ Japan)を用いてDNAを抽出した｡抽出後のDNAは､
TE (10mM Tris HCl､ 1mM EDTA､ pH 8.0)緩衝液に溶解し､ 4℃で保存した｡
【遺伝子型のタイピング】
本研究では以前の報告で強い相関を認めたJL12B上流のSNP(rs6887695)の他､
国際ハツプマップ計画データベースを基にTag-Picker(r2)0.8,MAFO.05)にて本研究
者が選択したIL128のTag-SNP 5箇所(rs730691､ rslOO3199､ rs31812161､
rs2853697､ rs3212227) ､国際ハツプマップ計画データベースに収載されていない日
本人に存在するアミノ酸置換を伴うSNP(rs55661460) USNPデータベース)および5'
領域のinsertion/deletionUSNPデータベース)の計8多型についてタイピングを行った.
遺伝子型の決定は　PCR-RFLP(polymerase chain reaction-restriction丘･agment
polymorphism)法を用いた｡表1にプライマーとアニーリング温度､制限酵素を示した｡
PCR条件は､95℃2分の後､ 95℃15秒(加熱変性)､表のアニーリング温度15秒､
72℃30秒(伸長反応)を35サイクル､最後に72℃5分である｡PCRには､DNA Engine
PTC-200 (Bio-Rad､ Tokyo､ Japan)のサーマルサイクラ-を使用した｡制限辞素の切
断は､各制限酵素の至適温度で2時間とした｡PCR産物は､3%アガロースゲルで電気
泳動後､エチジウムブロマイド処理し､紫外線下で対立遺伝子特異的バンドを検出し
た｡
研究2 : LL12B対立遺伝子特異的なmRNA定量解析
【実験原理】
対立遺伝子特異的なmRNAを定量するためにABI PRISM SNaPshot Multiplex Kit
(Applied Biosystems､ St. Foster City､ CA)による定量を行った｡これは本来､ SNP
のタイピングを目的とした方法であるが､波形のピーク値が､そのサンプルの絶対量
(すなわちその濃度)に依存することを応用したもので､ 2つのピークがある場合､その
ピークの比は総量に関わらず､鋳型となっている2つの塩基の量比と相関を示すという
原理[19]を利用している｡本研究ではIL12B遺伝子多型のうち､相関を示す多型がそ
れぞれ連銀不平衡の関係にあり､ CDリスク対立遺伝子･非リスク対立遺伝子を-テロ
接合体で持つ個体のIL12B-mRNAから逆転写したcDNAのexon8(3'uTR)のSNP
(C/A)についてSNaPshotによる発現量比を判定した(図1)0
【検体の作成】
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対象はIL12β遺伝子のCDリスク対立遺伝子(リスク-プロタイプ) ･非リスク対立遺
伝子(非リスク-プロタイプ)を-テロ按合体でもつボランティア10名である｡末梢血を
EDTA採血し､ Lymphoprep tubeで末梢血単核球を採取､その後Monocyte isolation
kit Ⅱ (Miltenyi Biotec､ Gladbach､ Germany)を用いて単球のみを抽出した｡得られた
単球を6ウェルプレートに､ 1ウェル当たり1 × 106個播き込みLipopolysaccharide (LPS
Escherichia coli､ 055､ Sigma) 1 〟 g/mlで3時間刺激した｡培地は10%ウシ胎児血清を
添加したRPMI1640を使用した｡なおこの実験は未刺激のコントロール細胞も含め､
duplicateで行っている｡次にIllustra RNAspin Mini RNA isolation Kit (GE
Healthcare, Amersham, England)を用いて細胞からtotal RNAを抽出し､ SuperScript
Ⅲ First-Strand Synthesis SuperMix (invitrogen, Carlsbad, CA)でcDNAを合成し
た｡
【リアルタイムPCRによる相対的定量】
LPS刺激によるIL12B-mRNAの発現量の変化は､ SYBR ExScript RT-PCR Kit
(Takara､ Tokyo､ Japan)とLightCycler 1.5 (Roche､ Basel､ Switzerland)を用い
たリアルタイムPCR法で解析した｡参照するハウスキーピング遺伝子はGUSB
( glucuronidase beta)であ　る｡使用　し　た　プライ　マ　ー　は､
lL 1 2B-forward:gagcgaatgggcatctgtg,　　reverse :tgggtctattccgttgtgtcttta　　､
GUSB-forward : cattattcagagcgagtatggagca, reverse:tcttcagtgaacatcagaggtggaであるo
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PCR条件は95℃10秒(初期変性)の後､ 95℃5秒､ 60℃ 20秒を60サイクルで､
プロトコールに従い融解曲線分析を行った｡
【sNaPshotによる発現比の測定】
cDNAのPCRには以下のプライマーを用いた(forward:gggcaagagcaagagagaaa,
reverse:ggcaacttgagagctggaaa) 0 pCR条件は96℃95秒ののち､ 96℃25秒(加熱変
悼)､ 64℃20秒､ 72℃40秒(伸長反応)を30サイクル行い､最後に72℃90秒とした｡
PCR産物を､シュリンプ由来アルカリフオスフアタ-ゼとエクソヌクレア-ゼⅠで処理後､
SNaPshot反応を行い､ Applied Biosystems model 310 automated DNA sequencer
(Applied Biosystems､ Tokyo､ Japan)で発現比を測定した｡なおSNaPshotには､タイピ
ング用プライマー5'- tatctttgctgtatttgtatagtt-3'を用いた｡また､各検体につい
てallelic imbalanceの無い標準サンプルとして､ゲノムDNAそのものの対立遺伝子比
を同様の方法で測定した｡
【検量線の作成】
3'UTRにあるSNP(rs3212227)に関して､リスク対立遺伝子(C)と非リスク対立遺伝
チ(A)をホモで保有する個人のゲノムDNA検体をそれぞれ濃度lng/〟 1で､ C:A比
が0:1､ 1:8､ 1:4､ 1:2､ 1:1､ 2:1､ 4:1､8:1､ 1:0となるように混合､標品とした｡これらにつ
いてSNaPshot反応を行い､得られた波形データの各対立遺伝子のピーク値の比と､
混合した濃度比との直線的な相関を確認し､検量線を作成した｡
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【統計解析】
対立遺伝子のCD群とHC群の比較は､ 2×2分割表を用いてX2検定を行い検討し
た｡ pく0.05を統計学的有意とした｡ CDと対立遺伝子の関連の強さをオッズ比(odds
ratio:OR) ､ 95%信頼区間(95% con鮎ence inteⅣal:95%CI)で示した｡臨床表現型との
比較はX2独立検定を行い､こちらもpく0.05を有意とした｡
各sNP間の連鎖不平衡(linkage disequilibrium以下LD)の解析､ハプロタイプ構
造の予測､および-プロタイプの相関解析はすべてHaploviewソフトウェア(Broad
institute)を使用した｡本研究では標準連鎖不平衡係数D'をLDの指標とした0 D'は､
0から1の範囲にあり､ 0であるときに連鎖不平衡が全く存在しない､ 1のときに完全に
連鎖不平衡にあるということを意味する｡
タイピング結果の妥当性を確認するために､ HC群の遺伝子型が､ Hardy-Weinberg
平衡を示すか検討した｡リアルタイムPCRによるmRNA定量の結果は､ LPS刺激を行
っていない検体(CDNA)をサンプルとし､その検体の測定値を1.0とした場合の相対量
を算出した｡またSNaPshotによる検討では､ LPS刺激後のmRNA発現比とゲノムDNA
の対立遺伝子比との違いについてpaired-T検定を施行し､ pく0.05を統計学的に有意
とした｡
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<研究結果>
【IL128遺伝子と日本人CDとの相関解析】
JL12β上流のSNP(rs6887695)で､日本人CDとの相関が確落された(オッズ比1.39､
p=3.40× 10~4) (表2)｡他の7つの多型についても引き続いてタイピングを行った結果､
5'領域のinsertion/deletion(オッズ比1.34､ p=0.01) ､ exon8のSNP(rs3212227) (オッ
ズ比1.28､ p=0.03)の2箇所の多型で対立遺伝子頻度に有意差を認めた(表4)｡その
他のTag-SNPおよびアミノ酸置換をもたらすSNPでは相関を認めなかった0
相関を認めた3箇所の多型間のD'値は図2に示したとおりで､連鎖不平衡の関係
にあった｡すべての-プロタイプのうち､ 90%以上は4つのハプロタイプ(A､ B､ C､ D)
に限定されていた(表3)0 CDにおいてはハプロタイプAがリスクハプロタイプ(オッズ
比1.79 ､ p=3.86×10~5)､ -プロタイプBが非リスク-プロタイプ(オッズ比0.57､
p=0.01)であった(表3)｡ハプロタイプC､ Dは統計的に有意差を出せる解析数がなく､
リスク､非リスクともに相関を示さなかった｡
lcDの臨床表現型での検討】
CDを各臨床表現型に分類し､その対立遺伝子頻度を比較したところ､此12B上流
のSNP(rs6887695)で､大腸型CDがHCおよび大腸小腸型､小腸型に比べて有意に
高かった(表4.5)｡その他の診断時年齢､羅患範囲､療孔の有無､狭窄の有無､ステロ
イド治療の有無､手術歴では統計学的有意差は認めなかった(表6)｡研究の流れか
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らは､臨床表現型の検討も-プロタイプ頻度を比較して行うべきであったが､ハプロタ
イブ頻度で解析を行うと､解析症例数が少なくなってしまうため統計学的有意差を確
認出来なかった｡そこで本研究ではやむを得ず､ CDと最も相関が強かったSNP
(rs6887695)を用いて解析した｡
【IL12B一mRNAの定量】
単球でのIL12B一mRNAの発現量は､無刺激の検体の一つを基準値1とした場合､
36.76± 112.600 LPS刺激後で13325.90± 18805.96と発現量がLPS刺激により増加し
た(p=0.0295､ n=10)(図3) 0
【IL12B-mRNAの発現比に関する検討】
標品での検討では､その濃度比と測定される対立遺伝子比には直線的な相関を
認めた(相関係数R-0.99､一次回帰式Y=1.90X+0.19) (図4)｡標準サンプルとして
用いた-テロ接合体のゲノムDNAでの測定データからこの式によって得られる予測対
立遺伝子比は1.0±0.18と､ほぼ理論値通りであり､実験系として問題ないことが確認
された｡
ボランティアの単球から採取されたIL12B-mRNAにおいて､無刺激のものは計測値
が低く､解析が困難であった｡ LPS刺激後では､非リスク対立遺伝子由来に比べてリス
ク対立遺伝子由来のmRNAが1.431±0.114倍であり､標準サンプルとして用いたゲノ
ムDNAで測定した対立遺伝子比と比較し有意に高く(p=6.89× 10~4) ､allelic
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expression imbalanceの状態にあった(図5)0
<考察>
本研究においては､ IL12B遺伝子多型について､ ①日本人CDでHCと比較し､対
立遺伝子頻度に有意差を認めること｡ ②大腸型CDの病型はHCおよび小腸型､小腸
大腸型に比べてrs6887695と有意に強く相関を示し､その他の臨床表現型は有意差
を示さないこと｡ ③ハプロタイプによって刺激後のmRNAの発現量に差がある(リスクハ
プロタイプでmRNAが増加する)ことが確認された｡
一般に症例一対照研究は､細心の注意を払って対象を集めても､サンプルの偏りの
ため､時に偽陽性が出現する事がある｡そのため､あるSNPが疾患と相関するという事
実を確定させるためには､別サンプルを用いた症例一対照研究によって再現性を確藩
することが重要である｡今回最初に検討したSNP(rs6887695)は､ 2007年にYamazaki
らが日本人CDとの相関を示したものであるが､本研究ではオッズ比1.39(1.16-1.67)､
対立遺伝子頻度51.4%で､ Yamazakiらの結果(オッズ比1.42(1.03-1.95)､対立遺伝子
頻度53.1%)と､ほぼ同程度で相関を示し､日本人において再現性をもって相関するこ
とが確認された｡ 2007年にParkesらがWTCCC(Weucome Trust Case Control
Consortium)の結果をもとに､このSNPとCDとの相関を示したが[14]､ Parkesらの結果
は､今回の結果と比べるとオッズ比は低かった(オッズ比1.26(1.12-1.41))0 CDのような
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多因子遺伝疾患では感受性遺伝子は人種間で異なる場合もあり､日本人､欧米人と
もに相関を示した事は大変興味深い｡一般的にこのようなSNPが確認された場合､原
因SNPは最も強い相関を示したTag-SNPが存在するハプロタイプブロック内に存在す
る可能性が高い｡ Haploviewによる解析の結果､ rs6887695は-プロタイプブロック内
のTag-SNPであったため､これに最も近接した遺伝子であり､後述するように今までの
研究報告から最もCDの病態と関連するIL128遺伝子を候補として､詳細な検討を行
った｡まずTag-pickerを用いてrs6887695以外のIL12β遺伝子領域の5箇所の
Tag-SNPを選択した｡さらにJSNPデータベースを基に､日本人の保有するアミノ酸置
換をもたらすSNPと､ 5'領域のinsertion/deletionも加えて解析を行った.その結果､
前述のrs6887695の他､ 5'領域のinsertion/deletion､ exon8のSNP(rs3212227)の3
箇所の多型でCDとの相関を認め､またその3つは互いに連銭不平衡の関係にあり
ハプロタイプを構成していることが分かった｡今回解析した多型には､日本人が保有
するアミノ酸置換を伴うSNPを含むが､そのSNPでは相関を認めなかった｡そのため､
相関を示す理由として､今回相関が示された3箇所の多型のうち1つ､もしくは2つ以
上がIL12Bの発現量に影響する可能性が示唆された｡しかしハプロタイプ全長に渡っ
てシークエンスを確認していないので､これら以外の多型がより強く関わっている可能
性も否定出来ない｡相関を示した3箇所の多型は互いに連鎖不平衡の状態にあるた
め､ハプロタイプより小さな単位での相関解析に関する検討は困難であった｡そのた
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め､今回は3箇所の多型で構成されるハプロタイプを最小単位としてその後の解析を
行った｡
リスク対立遺伝子と非リスク対立遺伝子のmRNAの発現量を比較するため､ in vivo
に近い研究として､ Kakutaらのallelic expression imbalanceの方法[18]を用いた｡これ
までもIL128のinvitroでの機能解析の報告はあるが､結果が一致していない[16, 20,
21]｡その理由は､細胞種や刺激の条件の違いなどのためと考えられる｡ In vitroの実
験はこのように条件によって結果が影響を受けやすいため､ in vivoと結果が一致しな
いことがしばしば見られる[17]｡ Allelic expression血bal弧Ceはin vivoに近い実験にな
るが､この実験方法を用いる利点としては､同一検体でその比較が出来るため､個人
の環境や状態の違いなど結果に悪影響を与える可能性のあるバイアスを排除できる
点にある｡そのため､ allelic expression imbalanceの結果はin vitroの実験に比べてさ
まざまな影響を受けにくく､結果にばらつきが生じにくい｡またallelic expression
imbalanceを確認することで､その遺伝子の発現に影響をあたえている多型がはたらく
細胞種が特定できる｡そのため､ in vitroで実験を行う場合は､ allelic expression
imbalanceで示された結果から､標的とする遺伝子の発現に影響を与えていると考えら
れるSNPが働く細胞種や刺激などの条件を決定し､同じ結果を再現できる条件でin
vitroの実験を行うことが有効と考えられる｡一方､問題点も存在する｡この方法は
mRNAレベルでの発現量を比較するものであるため､実際にタンパクレベルで同じ現
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象が起こっているかの証明が出来ないことが挙げられる｡しかし先に述べた理由から､
実際にタンパクレベルで比較検討することが困難であるため､本研究ではこの方法を
用いることとした｡もうひとつの問題点としては､本研究の結果では､非リスクハプロタイ
プ由来に比べ､リスクハプロタイプ由来のmRNAの発現量の発現量の変化は約1.5倍
程度であり､この結果だけで病態をすべて説明できるものではないということが挙げら
れる｡この結果については､過去の報告でもallelic expression ratioの結果はほぼ同
程度であり､ CDという多因子疾患においては妥当な結果であると考える.今回IL12B
の機能解析を初めてallelic expression imbalanceを用いて示し､ IL12Bが最も発現する
と考えられる単球にて､リスク対立遺伝子のmRNAの発現量が非リスク対立遺伝子に
比較し､刺激後に増加することが確認された｡このようなIL12Bのリスクハプロタイプで
の発現量の増加が､ CDの病態に関わっている可能性がある｡
本研究のような疾患感受性遺伝子に関する検討とは別に､以前よりIL12BがCDの
炎症に重要な役割を果たすという報告は複数ある｡まず､クローン病腸管から分離さ
れたマクロファージがIL12を強く産生すること[22]が報告されていること｡そしてThl腸
炎モデルであるTNBS腸炎モデルマウスにて､腸炎発症後であっても抗IL12抗体の
投与で炎症が抑制されること[23]｡またIL12シグナルに属するSTAT4やT-betがクロ
-ン病炎症部位からのT細胞で活性化していることが分かっている[24]｡ IL12はp35
とp40の二つのsubunitから構成されているが[25]､特にp40がCDの炎症に関わっ
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ている可能性が考えられてきた｡実際にCD患者の腸管ではIL12B(p40トmRNAが､
健常人やUC患者に比べて強く発現していることが示されており[26]､この見解の裏付
けになっている｡また､ NODE/CARD15は2001年に最初に同定されたCDの感受性
遺伝子であるが､ NOD2変異(R702W,G908RつまりCDのリスク対立遺伝子)をもつ
CD患者の単球では､健常人に比べてIL12p40が過剰発現することが報告されている
[27]｡これらの理由から､ IL12p40抗体による治療効果が期待されており､実際にアメリ
カにおいてCD患者を対象としたIL12p40抗体の臨床試験が行われ､有効性を認めて
いる[28].そのほか､此12Bは以前よりCDとの関連が示唆されていたIL23RやSTAT3.
JAK2など複数の遺伝子が関与するいわゆるIL23シグナルにも関与しており､そのこと
もIL12BがCDに関わっている証拠となっているo以上の知見より､此12Bリスク対立遺
伝子で発現量が増加することはCDの発症を促進する可能性があると考えられた｡
今回臨床表現型の検討ではIL128の上流のSNP(rs6887695)が大腸型CDと相関
を示し､此128と大腸型CDが相関する可能性が考えられたo以前の報告では′ト腸型
との相関を示す可能性があるとの報告[8]があるが､今回は再現性が確認できず､予
想外の結果となったoというのも､此128はIL23シグナルからなるTh17系の炎症に強
く関与していると私は考えていたoこれまでIL23シグナルに関わるIL23Hのphenotype
解析では､本邦も含め病型に明らかな差を示したものはない[29-32]｡しかし今回の結
果で､此12Bは大腸型と相関を示す可能性が出てきたo CDの病態には､まだ未知の
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経路が多数あると考えられるため､一概には言えないが､ Th17の経路がCDの病型に
関与していないとすると､此12BはIL23シグナルではなく古典的なThl経路､もしくは
未だ未知の別な経路が原因で大腸病変との相関に関わった可能性が考えられる｡こ
れまでCDの大腸型､小腸型の病態の違いについてははっきりとした見解は得られて
いない｡今後さらなる研究が行われることで､その病態が明らかになっていく可能性が
あるため､此128についてさらに検討を行っていく必要があるoその他の臨床表現系で
は本研究では明らかな相関を確認出来なかった｡その理由として､もちろん本当に相
関を示さない可能性もあるが､一部相関する傾向がある項目も存在した｡そのことから
考えると､今後検体数を増やすことで､相関が確認される可能性があると考えられる｡
また､今回は解析症例数が少なかったため-プロタイプ頻度での解析は出来なかっ
たが､今後症例数を増やすことによってリスクハプロタイプそのものが大腸型cDと相
関するのか､ rs6887695が特に大腸型CDと相関するのかを解析しなければならないと
考えられた｡
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<結論>
JL128遺伝子のリスク-プロタイプと日本人CDとの相関を確認した｡リスク対立遺伝子
のmRNAは非リスク対立遺伝子のmRNAより､刺激時ヒト単球において過剰発現した｡
これは従来からのIL12B高発現がThl,Th17優位のクローン病炎症を引き起こす知見
と矛盾しないため､此128遺伝子が日本人CDの感受性遺伝子である可能性が高いと
考えられたoまた､此128遺伝子は日本人大腸型CDに関わっている可能性が残され
ており､その確認と､それに至る経路を解明することが今後の課題と考えられた｡
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【図の説明】
図1.実験原理
CDリスク対立遺伝子･非リスク対立遺伝子を-テロ按合体で持つ個体を選び､
IL128-mRNAから逆転写し､ cDNAを合成した. cDNAのexon8のSNP(C/A)を判定
することで､ mRNAがリスク対立遺伝子由来か､非リスク対立遺伝子由来かを確定し
た｡
図2. LL12B遺伝子における各多型間のD'値(Haploview)
本研究で相関を示した3つの多型の間の連鎖不平衡を示した｡それぞれの値はD'
の100倍で表記してある｡互いに強い連鎖不平衡の状態にあり､この3つの多型で1
つの-プロタイプを形成していることが分かる｡
図3.無刺激状態とLPS刺激後のIL12B一mRNAの発現量の変化
IL12B遺伝子のCDリスク対立遺伝子･非リスク対立遺伝子をそれぞれ-テロ按合体で
もつボランティア10人から採取した単球を､LPS　にて3　時間刺激した時の
IL12B-mRNA発現量の変化を示した｡ Housekeeping geneにGUSBを用いた｡また
DNAの検体の一つを標準サンプルとし､その儀を1としたときの相対量としている｡
LPS刺激により有意にIL12B一mRNAの発現量が増加している｡
図4.検量線
濃度と波形のピークには相関があり､直線となった｡波形のピーク値からサンプルの濃
度比が予測可能となる
図5.allelic expression imbalanceの検討
SNaPshotの測定結果と､図3の検量線をもとに値を算出し､ LPS刺激後のリスク対立
遺伝子由来mRNAと非リスク対立遺伝子由来mRNAの比を示した0 LPS刺激後では､
非リスク対立遺伝子由来に比べてリスク対立遺伝子由来のmRNAの割合が増加し､コ
ントロールとして用いたゲノムDNAで測定した対立遺伝子比と比較し有意に高く､
allelic expression imbalanceの状態にあった
26
表1.解析対象sNPとタイピングに用いたプライマーと制限辞素
SNP FoⅣard prlmer Reverse primer
①　rs6887695
②　5'領域暮
③ rs730691
@　rslOO3199
⑤　rs3181216
⑥　rs55661460
⑦　rs2853697
⑧　rs3212227
agat c aaagat gt aaat c c agac gatt
catgtacagcctgtctccga
cattttatagatcaggagtgtggg
cgcatgtaattgcagtacctctgt
t g且at gCagaataCaaCtCgaCa
t caagtat gaaaactacaccagca
t gtgctggccacagggata
cacaacggaatagacccaaaa
ca tg tatcaatacctgacttgcttc
ggctgatgcttggagattgt
tacctttaattagaaaagggaggta
 t agag gaagaggt aagggaac gat t
aga ggat gggCagaaCtCC
gt a ccacctaccccacag
cctgcaagcttgcaagtgc
ggc 乱act t gagagct ggaaa
SNPの番号は便宜上､上流から順につけた
Tm :融解温度
*　未登録SNP
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表2. IL12Bの各多型における対立遺伝子頻度
位置情報　　対立遺伝　対立遣　　HC(n=651)　　CD(n=370)　p-value　　　オッズ比
子1　伝子2　　Allelel(%)　　A11elel(%)　　　　　(95%信頼区間)
①　　upstream(65k)　　G C　　　　　43. 1%
@　5'flankinglesion CTCTAA GC　　　　54,1%
③　　　intronl A G
④　　　intron 1 G A
@　　　intron2　　　　　T A
⑥　　　exon5
⑦　　intron7
⑧　　exon8(3 'UTR)
51.4%　　　　0.00034　1.39(1.16-1.67)
61.2% 　　　0.0106　1.34(1.07-1_68)
58.9%　　　　　0.424
72.8%　　　　　0.150
78.9%　　　　　0.075
95.7%　　　　　0.398
86.2%　　　　　0.701
62.1%　　　　0.0331　1.28(1.02-1.60)
HC:健常人対照者　cD:クローン病患者
*　sNPの(丑から⑧は表1の番号と対応している
*　対立遺伝子1がリスク対立遺伝子､ 2が非リスク対立遺伝子
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表3. IL128-プロタイプ頻度とその相関解析
ハプロタイプ　rs6887695　5'Aanking rs3212227　ハプロタイプ頻度/oR/p-Values
lesion
健常人　クローン病
CTCTAA
GC
CTCTAA
GC
0.36　　　0.45 0R=1.79 p=3.86× 10~5
0.36　　　0.30 0R=0.57 p=0.01
0.11　　　0.10n.s
0.08　　　　0.07 n.S
予測ハプロタイプ頻度が5%以上のみのものを挙げたo n.S, no signiAcant. OR,オッズ比.
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表4.健常人と比較した病型別のrs6887695における対立遺伝子頻度の違い
病型 リスク対立遺伝　　p-value　　　　オッズ比
子頻度　　　　　　　　　　　　(95%CI)
大腸型　　　　　63
小腸大腸型　　　190
小腸型　　　　　89
63.5%　　　　1.13× 10~5
50.3%　　　　　　　0.01
46.6%　　　　　　　0.37
2.29(1.58-3.33)
1.33(1.06-1.68)
1.15(0.84-1.58)
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表5.クローン病の病型の違いによるrs6887695における対立遺伝子頻度
大腸型 小腸型および小腸大腸型
n　リスク対立遺伝子頻度　　　n　リスク対立遺伝子頻度
p-value　　　オッズ比(95%C I)
126　　　　　63.5%　　　　　　560　　　　　　49. 1%　　　　　　0.0035　　　2.29(1.35-3.33)
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表6.その他の臨床表現型のLL12B対立遺伝子顔度(rs6887695)
臨床表現型 Rs688 7695(頻度)
療孔
狭窄
虻門病変
ステロイド治療
外科手術
1 19(54.6%)
232(49.6%)
80(50. 6%)
142(52.2%)
224(53. 8%)
128(47.8%)
1 14(52.8%)
142(49.0%)
1 83(50. 8%)
124(51.7%)
312(51.1%)
34(51.5%)
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図1.実験原理
塁言-@lr一言二二二山, ⑦且也Onl exonZ exd exd　　　　蜘OnS
赤と青で示した多聖はそれぞれ違義不平傷の胃尉こあも
rTIRNAから遵転写L
cDNAとした
*　①から⑧は表1の番号と対応している
リスクアリル由来
非リスクアリル由来
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図2. IL12B遺伝子における各多型間のD'値(Haploview)
6Skbp
⊂≒==コ
①　　@)　　@　@　　　　@ ㊨ ⑦　Lt(参
■　l ll Q II EX＼モニ-完域3,uT　/
1ゝ　　　　　　　　　　　　　′
/I
* (Dから⑧は表1の番号と対応している
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図4.検量線
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